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SYSTEM ZUR ZELL- UND EmWIGKLUNGSSPEZnaSOD^ SELBKIION . 
5 DIFFERENZmKENDERBMBRYONALERSTAl^^ . 

STAMMZELLEN UND EMBRYONALER KBINBAHNZBLLEN 



Die Erfindung betrifft rekoinbinante embrypnale Stainm2ellen> 
10 embryonale Keimbahnzellen und adulte Stammzellen/ die sowohX 
ein Gen fUr ein nicht zellschadigendes, detektierbares Prote- 
in als auch ein Resistenzgen enthalten, Verfahren zur Her- 
stellung dieser Zellen sowie weitere Ausgestaltungen . 

15 Die in vitro Kardiomyogenese in der Kultur dif f erenzierender 
embryonaler Stammzellen (ES) wurde als unbegrenzte Quelle von 
Herzmuskelzellen zur Transplantation in der Ersatztherapie 
des irreyersibel geschadigten Herz-Qewebes vorgeschlagen 
(Klug et al., 1996). Eines der wesentlichen Hindernisse zur 

20 pr^ktischen Ausftlhrung dieses Ansatze.s ist die relativ gerin- 
ge Ausbeute an* dif f erenzierten, von -ES abstammenden Herzmus- 
kelzellen, die normalerweise nicht mehr als 1-3% einer diffe- 
renzierenden ES-Zell-Gesamtpopulation ausmachen (Muller M. et 
al., 2000) . 

25 

Dartiber hinaus stellen die noch existierenden nicht dif feren- 
zierten ES-Donorzellen in spSiteren Stadien der Differenzie- 
rung ftir den Empf anger eine potent ielle Bedrohung beztiglich 
der Entwicklung von Tumoren dar. Deswegen wird die Aufgabe 
30 der Entwicklung eines . wirksamen und hpchspezif ischen Selekti- 
onsverf ahrens als einer der Ecksteine in .der Zell-Therapie 
von Herzerkrankungen betrachtet. 
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Es wurde bereits friiher dargestellt, dali eine mit Herzmuskel- 
zellen angereicherte Population erfolgreich aus genetisch mo- 
difizierten ES-Zellen selektiert werden kann, die stabil mit 
einem Transgen eines a-Herz-Myosin-schwere-Kette-Proinotor 
5 gesteuerten Arzneistof f-Resistenzgens der Aminoglykosid- 
Phosphotransferase (a-MHC-Neo) transfiziert wurden (Klug et 
al., 1996), Diese Arbeit zeigte weiterhin potentielle Proble- 
me fiXr die Entwicklung dieses Ansatzes fUr ein wirksames Ver- 
fahren in groBem Mafistab: 

10 

a) Die Behandlung durch einen selektiven Arzneistof f {G418) 
wurde beztiglich einer adh^renten Kultur dif f erenzierender ES- 
Zellen durchgefahrt^ wohingegen^ unter dem Gesichtspunkt der 
Effektivitat ebenso wie der technologischen Durchf Uhrbarkeit, 

15 der optimale Ansatz eine Aufbringung des selektiven Arznei- 
stoffs direkt auf die Suspension der Aggregate von ES-Zellen 
- embryoiden K5rpern (einbryoid bodies = EBs) (Wobus et al./ 
1991) sein wtlrde. 

b) Die weiteren Experimente bezuglich des Einftigens gene- 
tisch selektierter Zellen in die Herzen von Empf angertieren 
werden durch die Arbeit signifikant kompliziert, das Schick- 
sal der Einftigungen bei Fehlen spezifischer Lebens-Marker fUr 
Donor zellen nachzuweisen. 

Die DE - A - 19727962 beschreibt erabryonale Stammzellen 
nicht-menschlicher SSuger, die mit einem DNA-Konstrukt stabil 
transfiziert sind, welches eine DNA-Sequenz aufweist, die far 
ein nicht-zellschadigendes f luoreszierendes Protein kodiert, 
wobei diese DNA-Sequenz unter Kontrolle eines zell- und/oder 
entwicklungsabhangigen Promotors steht {Kolossov et al., 
1998) . Derartige rekombinante ES-Zellen weisen die nachfol- 
genden Nachteile auf: 
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1. Zwar konnen mit dieser Methode spezifische Zelltypen in 
vivo dargestellt werden, trotzdem gestaltet sich die Auf- 
reinigung dieser vital gefSrbten Zellen als sehr schwie- 
rig. Dies ist einerseits damit zu erkiaren, dai5 die Zel- 

5 len von Interesse (z.B. Kardiomyozyten) nur ca. 1-3% der 

in EBs generierten Zellen ausmachen. Andererseits sind 
Zellauf reinigungsverfahren (z.B. fluorescence activated 
cell sorting, FACS) ideal fur immunologische Zellen ge- 
eignet. Bei der Aufreinigung z.B. von Kardiomyozyten ge- 

10 hen jedoch viele Zellen zugrunde bzw. werden irreversibel 

geschadigt, 

2. Ferner zeigt sich mit der Hygromycin-Auf reinigungsmethode 
an plattierten EBs, dafi die nicht Hygromycin resistenten 

15 Zellen selbst nach 7-14tagiger Selektion nur schwer ent- 

fernt werden konnen. So kommt es ngtch der Transplantation 
trotz des zuvor erfolgten Einsatzes von Hygromycin als 
Selektionsmarker ebenfalls zur Tumorgeneration. Ahnliches 
gilt auch fUr eine Selektion mit Neomycin, 

20 

Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein neues 
System zur Selektion bzw. Auswahl von Zellen aus einer diffe- 
renzierenden Kultur embryonaler Stammzellen, embryonaler 
Keimbahnzellen und adulter Stammzellen bereitzustellen, das 

25 die vorstehend beschriebenen Probleme vermeidet. Unter „Sys- 
tem^' ist eine Kombination von Selektionsverf ahren, Zellen und 
Verwendung dieser Zellen und Verfahren insbesondere im medi- 
zinischen Bereich zu verstehen, wie sie in der vorliegenden 
Anmeldung beschrieben wird. Diese Aufgabe wird durch embryo- 

30 nale Stammzellen, embryonale Keimbahnzellen und adulte Stamm- 
zellen nach Anspruch 1 gelttst. Bevorzugte Ausf tihrungsf ormen 
der Erfindung sind in den dem Anspruch 1 nachf olgenden Pa- 
tentansprUchen beschrieben. 
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Die Erfindung offenbart ein System fur eine zell- und/oder 
entwicklungsspezif ische Selektion dif f erenzierender eitibryona- 
ler Stammzellen, embryonaler Keimbahnzellen und adulter 
Stammzellen durch koinbinierte Anwendung von (Arzneistof f-) 
5 Resistenz- und detekierbaren Reportergenen unter gemeinsamer 
Kontrolle eines zell- und/oder entwicklungsspezif ischen Pro- 
■ motors. 

Die vorliegende Erfindung wird zunachst allgemein und an~ 
10 schliefi>end an Hand von Beispielen auf Grundlage der geneti- 
schen Selektion von Herzzellen aus einer dif f erenzierenden 
Kultur embryonaler Stammzellen beschrieben, die mit zwei Ar- 
ten von Vektoren stabil transfiziert werden. Es wird betont, 
dafi die Erfindung nicht auf diese spezielle Ausf iihrungsf orm 
15 beschrankt ist, sondern aufgrund der Pluripotenz der Stamm- 
zellen bzw. Keimbahnzellen auf alle 3 Keimblatt-abgeleiteten 
Zelltypen, d.h. Endoderm, Mesoderm und Ektoderm und die sich 
hiervon ableitenden Zelltypen, anwendbar ist. Der Fachmann 
ist in der Lage, die Erfindung im Rahmen der beigefiigten An- 
20 sprtlche unter Berucksichtigung der nachf olgenden Beschreibung 
und seines allgemeinen Fachwissens zu variieren. 

Erf indungsgem^B wird in embryonale Stammzellen, embryonale. 
Keimbahnzellen und adulte Stammzellen die Information fiir zu- 

25 mindest ein Resistenzgen und far zumindest ein detektierbares 
Reportergen, kodierend z.B. ein nicht zellsch^digendes detek- 
tierbares Protein, eingeftihrt. Die Information far beide Gene 
kann auf einem oder zwei Vektoren verteilt vorliegen. Ent- 
scheidend ist, dass die Expression des Gens far das detek- 

30 tierbare, z.B. f luoreszierende Protein als auch fur das Re- 
sistenzgen unter Kontrolle ein- und desselben Promoters 
steht . 
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Erf indungsgemaii warden die Promotoren unter zellspezif ischen 
Promotoren und entwicklungsspezif ischen Promotoren ausge- 
wShlt. Unter zell- bzw. gewebespezif ischen Promotoren ver- 
steht man solche, die in spezifischen Zellpopulationen bzw. 
5 Geweben alctiv sind, Hierzu geh5ren beispielsweise neuronale 
Zellen, Endothelzellen, Skelettmuskelzellen, Zellen des glat- 
ten Muskelgewebes sowie Keratinozyten . Insbesondere bevorzugt 
werden Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) . 

10 Weitere Beispiele fiir gewebespezif ische Promotoren sind sol- 
che;. die in Gliazellen, hSmatopoetischen Zellen, neuronalen 
Zellen, bevorzugt embryonalen neuronalen Zellen, Endothelzel- 
len, Knorpelzellen oder Epithelzellen sowie Insulin- 
sezernierenden fi-Zellen aktiv sind, "Gewebespezif isch" ist 

15 unter dem Begriff "zellspezif isch" zu subsummieren. 

Beispiele fur herzspezif ische Promotoren sind: Nkx~2.5 (spe- 
zifisch ftir sehr friihe Kardiomyozyten bzw. mesodermale Vor- 
lauferzellen, (Lints et al., 1993); Human-cardiac-a-Actin 
20 (spezifisch fur Herzgewebe, (Sartorelli et al., 1990), MLC-2V 
(spezifisch far ventrikul^re Herzmuskelzellen (O'Brien et 
al., 1993) und WO-A-96/16163) . 

Weitere Beispiele fur nicht-herzspezif ische Promotoren sind: 
25 PECAM~1, FLK-1 (Endothel) , Nestin (neurale VorlSuf erzellen) , 
Tyrosin-Hydroxylase-l-Promotor (dopaminerge Neurone) , Smooth 
Muscle-a-actin, Smooth Muscle-Myosin (glatte Muskulatur) , 
al-Fetoprotein (Endoderm) , Smooth muscle heavy chain (SMHC 
Minimal Promotor (spezifisch ftir glatte Muskelzellen, 
30 (Kallmeier et al., 1995). 

Unter einem entwicklungsspezif ischen Promotor sind Promotoren 
zu verstehen, die zu speziellen Zeitpunkten wahrend der Ent- 
wicklung aktiv sind. Beispiele fiir derartige Promotoren sind 
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der p~MHC Proinoter, der wahrend der Embryonalentwicklung im 
Ventrikel der Maus exprimiert wird und in der perinatalen 
Phase vom a-MHC-Promotor ersetzt wird. NKx2.5, ein Promotor 
wahrend der frQhen Mesoderm/Herzentwicklung/ Atrial- 

5 Natriuretic-Factor^ ein Marker des f rtihembryonalen Herzens 
itiit Ausnahme des SchrittmacherzentrumS/ der auch zu spSteren 
Entwicklungszeiten herunter reguliert wird,. Flk-1, ein Endo- 
thel-spezif ischer Promotor^ der wahrend der friihen Vasculoge- 
nese aktiv ist, Intron 2-Segment des Nestin-Gens, das in neu- 

10 ralen Vorlauf erzellen (embryonalen Neuronen und Gliazellen) 
und adulten Gliazellen (teilweise noch teilungsf ahig) expri- 
miert wird (Lothian and Lendahl, 1997) . 



Unter einem Promotor versteht man erf indungsgemMB einen DNA- 
15 Sequenzbereich, von dem aus die Trans kript ion eines Gens ge- 
steuert wird. Er umfaBt in einer Ausgestaltungsf orm zumindest 
eine Minimal-Sequenz, die stromaufwSrts vom Startcodon gele- 
gen ist und die Bindungsstelle fUr die RNA-Polymerase zur I- 
nitiation der Transkription umfaBt. Diese Minimal-Sequenz 
20 kann durch weitere funktionelle DNA-Abschnitte, insbesondere 
Enhancer^ ergSnzt werden. Es sind auch regulierende Elemente, 
die sich im Intronbereich befindenr und sich stromabwarts vom 
zu trans kribierenden Gen befinden kdnnen, einsetzbar. Die 
Transkriptionsrate kann dann z. B. durch andere Enhancerele- 
25 mente gesteuert werden, die per se keine Aktivitat besitzen. 
Es sind auch Promotorkonstrukte einsetzbar, bei denen ein per 
se nicht konstitutiv aktives Element (heat shock protein en- 
hancer) mit einem Enhancer-Segment des Gens, das aus dem 
Intron stammt, verwendet wird, 

30 

In einer weiteren Ausgestaltungsf orm der Erfindung werden 
entwicklungsspezif ische Promotoren eingesetzt, die eine Se- 
lektion auf z.B. mesodermale Zellen ermttglichen. Einsetzbare 
Promotorelemente, welche die Transkription des Resistenzgens 
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und des Gens fUr das detektierbare Protein steuern, sind 
Nkx2.5-, ANF- und Brachyuria-Promotoren. Nach Detektion der 
das detektierbare Protein exprimierenden Zellen, bei denen es 
sich z . B . bei Verwendung mesodermal-spezif ischer Promotoren 

5 urn mesodermale Zellen handelt, wird das dem Resistenzgen ent- 
sprechende Selektionsmittel zugegeben und auf die mesoderma- 
len Voriauf erzellen selektioniert . Durch die von einem ge- 
meinsamen Promotorelement gesteuerte Transkription des Gens 
ftir das detektierbare Protein und des Resistenzgens kdnnen 

10 hochspezif isch nicht dif f erenzierte Zellen, z.B. embryonale 
pluripotente Stammzellen, abgetotet und damit die M5glichkeit 
einer spSteren Tumorentstehung erheblich reduziert werden. 
Die so gewonnenen mesodermalen Zellen k5nnen dann in das ent- 
sprechende Gewebe implantiert werden und dif f erenzieren dort 

15 weiter, beispielsweise nach Implantation in ein vorgeschSdig- 
tes Herzareal zu Herzzellen. Diese Vorgehensweise ermttglicht 
zum einen die Produktion grolier Mengen auf gereinigter Vorlau- 
ferzellen und zum anderen nach Implantation eine weitere Dif- 
ferenzierung unter nativen Bedingungen. 

20 

In ahnlicher Weise ist es m5glich, unter Verwendung endoder- 
mal Oder ektodermal spezifischer Promotoren auf endodermale 
Oder ektodermale Zellen zu selektionieren. 

25 Beispiele ftir mesodermale Zellen sind alle Muskelzelltypen 
(Herzmuskel-, Skelettmuskel- und glatte Muskelzellen) , hSma- 
topoetische Zellen und Endothelzellen, • Beispiele ftir ekto- 
dermale Zellen sind Hautzellen, Neurone und Gliazellen; Bei- 
spiele ftir endodermale Zellen sind Epithelzellen des Magen- 

30 Darmtraktes. 

Bei Einsatz der fUr die oben geriannten Zelltypen spezifischen 
Promotoren erfolgt bei Verwendung des erf indungsgemSften Ver- 
fahrens und der erf indungsgemaiien Zellen eine hochspezif ische 
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Entwicklung zu diesen endodermalen, ektodermalen bzw. meso- 
dermalen Zellen und Geweben, wobei durch die von ein und dem- 
selben Promotor gemeinsam gesteuerte Expression des Reporter- 
gens und des Resistenzgens ein Hc3chstmafi an Sicherheit da- 
5 durch gewShrleistet wird, dafi einerseits die undif f erenzier- 
ten pluripotenten embryonalen Stammzellen^ andererseits aber 
auch andere Gewebetypen abgetotet werden. 

Erf indungsgeiuali kodiert das Reportergen z.B. fiir ein nicht 
zellschadigendes detektierbares Protein, in einer Ausfiih- 
rungsform fur ein f luoreszierendes Protein. Derartige nicht- 
zellschSdigende f luoreszierende Proteine sind an sich be- 
kannt. GertiSfi der vorliegenden Erfindung kann das Green Fluo- 
rescent Protein (GFP) aus der Qualle Aequorea victoria (be- 
schrieben in WO-A-95/07463, WO-A-96/27 675 und TaIO-A-95121 191) 
und dessen Derivate "Blue GFP" (Heim et al., Curr. Biol. 
6(2): 178-182 (1996) und Redshift GFP" (Muldoon et 
al- ;Biotechniques 22 (1): 162-167 (1997)) verwendet werden. 
Besonders bevorzugt ist das Enhanced Green Fluorescent Prote- 
in (EGFP) . Weitere Ausgestaltungen sind das gelb und das cyan 
f luoreszierende Protein (YFP, CFP) • Weitere f luoreszierende 
Proteine sind dem Fachmann bekannt und kGnnen, solange sie 
die Zellen nicht schadigen, erf indungsgemali eingesetzt wer- 
den, Der Nachweis der f luoreszierenden Proteine erfolgt durch 
an sich bekannte Fluoreszenz-Nachweisverf ahren. 

Alternativ zu den f luoreszierenden Proteinen k5nnen, insbe- 
sondere bei in vivo-Anwendungen, auch andere detektierbare 
Proteine, insbesondere Epitope dieser Proteine, eingesetzt 
30 werden. Auch sind Epitope von Proteinen einsetzbar, die zwar 
per se eine Zelle schSdigen kttnnen, deren Epitope allerdings 
nicht zellschadigend sind. Bevorzugt handelt es sich um an 
der Zelloberflache lokalisierte Epitope, die einen einfachen 
Nachweis, z.B. Uber Fluoreszenzmarkierung bzw. bildgebende 
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Verfahren (Magnetpartikel) in Verbindung mit AntikOrpern, er-- 
m5glichen. Derartige Proteine bzw. ihre Epitope werden bei in 
vivo-Anwendungen bevorzugt so ausgew^hlt werden, dali sie zum 
Wirt immunologisch kompatibel sind, d.h. keine Abstofiungsre- 

5 aktionen induzieren. Bevorzugt werden auch transgene Epitope 
von Proteinen eingesetzt, die keine Anbindung an intrazellu- 
l^re Signalkaskaden besitzen, insbesondere Oberf lachenepitope 
von CDS Oder CD4 . Ein weiteres Beispiel sind Epitope von Re- 
zeptoren. Wichtig ist, daJi es sich urn solche Proteine bzw. 

10 ihre Epitope handelt, die in der Zelle, z.B. der Herzzelle, 
die durch Dif f erenzierung und Selektion aus den mit dem er- 
findungsgemaiien Vektor transf izierten Stairanzellen bzw. Keim- 
bahnzellen erhalten wurde, nicht vorkommen, d.h., nicht 
exprimiert werden. Verwendbar sind beliebige Proteine, die in 

15 der dif ferenzierten und selektierten Zelle, z.B, der Herzzel- 
le, nicht exprimiert werden Oder transgene Epitope, die je- 
weils spezifisch detektierbar sind, also in der selektierten 
Zelle nicht exprimiert werden. Diese Proteine und Epitope 
werden auch als Zellmarker bzw, Zellmarkergene oder Reporter- 

20 gene bezeichnet. Der Nachweis dieser detektierbaren Proteine 
bzw. Epitope kann beispielsweise durch Antik5rper erfolgen, 
die spezifisch an diese detektierbaren Proteine bzw. Epitope 
binden und die tiber z.B. Fluoreszenz-vermittelte Methoden o- 
der bildgebende Verfahren identif izierbar sind. Ein Beispiel 

25 sind anti-CD8 oder anti-CD4-Fluoreszenz-konjugierte Zell- 
Oberf iachenantik6rper bzw. Eisenpartikel-konjugierte AntikOr- 
perkomponenten. Als zusatzliche Technik der Auf reinigung, die 
h5chste Reinheitsgrade ermttglicht, bietet sich eine Zellsor- 
tierung an. Nachdem die gewtlnschten dif ferenzierten Zellen 

30 nach Zugabe des Selektionsmittels, beispielsweise des Antibi- 
otikums Puromycin, bereits hochgradig angereichert wurden, 
k5nnen die Zellen mittels MACS-Sortierung bis zu 99% weiter 
aufgereinigt werden. 
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Die embryonalen Oder adulten Stammzellen und die embryonalen 
Keimbahnzellen liegen in einer bevorzugten Ausgestaltungsf ofm 
der Erfindung in Form von Aggregaten vor, die als embryoide 
K5rperchen bezeichnet werden. Die Figur 4 zeigt ein Proto- 
5 koll, urn embryoide K6rperchen zu erhalten. Die Herstellung 
erfolgt bevorzugt mit der Methodik des "h^ngenden Tropfens" 
Oder durch Methylzellulosekultur (Wobus et al.. Differentia- 
tion (1991) 48, 172-182). 

Alternativ hierzu konnen auch die „spinner flasks^' (Ruhrkul- 
turen) als Kulturmethode eingesetzt werden. Hierflir werden 
die undif f erenzierten ES Zellen in die Rilhrkulturen gebracht 
und nach einem etablierten Schema st^ndig durchmischt . Hier- 
fUr werden 10 Millionen ES Zellen in 150 ml Medium mit 20% 
FKS gebracht und konstant bei einer Geschwindigkeit von 20 
r.p.m. geruhrt, wobei regelm^Jiig die Richtung der Ruhrbewe- 
gung geSndert wird. 24 Stunden nach Einbringen der ES Zellen 
werden zusStzlich 100 ml Medium mit Seriim hinzugegeben und 
daraufhin jeden Tag 100 - 150 ml des Mediums ausgetauscht 
(Wartenberg et al., 2001). Unter diesen Kulturbedingungen 
konnen grofie Mengen an ES-Zell-abgeleiteten Zellen, u.a. Kar- 
diomyozyten, Endothelzellen, Neurone u.s.w., je nach Zusam- 
mensetzung des Mediums, gewonnen werden. Entweder werden die 
Zellen mittels des Resistenzgenes noch in der RUhrkultur bzw. 
nach Ausplattierung selektioniert • 

Alternativ hierzu k5nnen die im hangenden Tropfen differen- 
zierten EBs nicht plattiert, sondern einfach in Suspension 
gehalten werden. Selbst unter diesen Bedingungen konnte expe- 
30 rimentell ein Forschreiten der Dif f erenzierung festgestellt 
werden. Erstaunlicherweise zeigte es sich jedoch, dafi die Ap- 
plikation des Resistenzgens noch sehr viel schneller zu einem 
kompletten Absterben der nicht-Kardiomyozyten fUhrte und die 
verbleibenden Kardiomyozyten daraufhin spontan zu schlagen 
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beginnen. Dieser experimentelle Befund weist eindeutig darauf 
hin^ dafi Kardiomyozyten fur das Oberleben of f ensichtlich kei- 
ne spezifischen Signale vom umgebenden Gewebe bendtigen und 
ferner die Puromycin-selektionierten Kardiomyozyten funktio- 
5 nell intakt sind. Das Abwaschen der nicht-Kardiomyozyten ist 
ebenfalls deutlich erleichtert, da allein itiit mechanischer 
Durchmis Chung bzw. niederkonzentrierter Zugabe von Enzymen 
(z.B. Kollagenase, Trypsin) eine Einzelzellsuspension rait 
leichtem Abwaschen der nicht-Kardiomyozyten erreicht wird. 

10 

Die embryonalen Stammzellen stammen von Saugetieren, insbe- 
sondere bevorzugt von Nagern, beispielsweise Mausen, Ratten 
Oder Kaninchen. Besonders bevorzugte ES-Zellen sind dabei D3~ 
Zellen (Doetschman et al., 1985) (Doe tschmann et al . , J. 

15 Embryol, Exp, Morphol . 87, 27 (1985)), Rl-Zellen (Nagy et 
al,, PNAS (1995)), E14-Zellen (Handyside et al,, Roux Arch. 
Develop, Biol- 198, 48 (1989)), CCE-Zellen (Bradley et al.. 
Nature 309, 255 (1985)) (selbstverstSndlich sind auch andere 
ES Zellen einsetzbar, die bereits bekannt oder in Zukunft 

20 entwickelt werden) und P19-Zellen (dies sind Teratokarzinom- 
abgeleitete Zellen mit eingeschrSnkten Eigenschaf ten (Mummery 
et al.. Dev. Biol. 109, 402 (1985)). 

In einer weiteren bevorzugten Ausf lihrungsf orm werden embryo- 
25 nale Stammzellen von Primaten verwendet, wie sie beispiels- 
weise von Thomson, J. A. et al., 1995 beschrieben wurden. 

In einer besonders bevorzugten Ausgestaltungsf orm werden hu- 
mane embryonale Stammzellen verwendet. Die Gewinnung dieser 
30 embryonalen Stammzellen ist bereits etabliert (Thomson JA et 
al., 1998). Hierfur wird aus der Blastozyste die innere Zell- 
masse gewonnen und auf Maus-Feederzellen plattiert. Nach er- 
folgreicher Propagation werden die Zellen „gesplittet^' und 
ihre Stammzell-Eigenschaf ten mittels RT-PCR auf spezifische 
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Stammzellgene;^ durch Immunhistochemie zur Identif izierung 
spezifischer Proteine und auf Stof fwechselprodukte analy- 
siert. Der Stammzellstatus kann ferner durch die in vitro - 
Dif f erenzierung in verschiedene Zelltypen und Propagation und 
5 Splittung iiber mehrere Passagen hinweg nachgewiesen werden. 

Alternativ zu embryonalen Stairanzellen eignen sich auch embry- 
onale Keimbahnzellen (EG) (Shamblott MJ et al., 1998), die 
aus dem friihen Embryo gewonnen und in der Folgezeit wie emb- 
10 ryonale Stammzellen kultiviert und dif f erenziert werden kon- 
nen. 

Die Erfindung ist auch auf adulte Stammzellen anwendbar. Es 
wird hier auf die Literatur von Anderson et al., 2001, Gage, 
15 F.H., 2000 und Prockop, D.J., 1997, verwiesen, welche die Ge- 
winnung und Kultur derartiger Zellen beschreibt. 

Resistenzgene sind an sich bekannt. Beispiele hierfiir sind 
Nukleosid- und Aminoglykosid-Antibiotika-Resistenzgene, z . B. 
Puromycin (Puromycin-N-Acetyltransf erase) , Streptomycin, Neo- 
mycin, Gentamycin oder Hygromycin. Weitere Beispiele fiir Re- 
sistenzgene sind Dehydrofolat-Reduktase, die eine Resistenz 
gegen Aminopterin und Methotrexat vermittelt, sowie Multi- 
drug-Resistenzgene, die eine Resistenz gegen eine Anzahl von 
Antibiotika veinnitteln, beispielsweise gegen Vinblastin, Do- 
xorubicin und Actinomycin D. Besonders bevorzugt ist ein Kon- 
strukt, welches eine Puromycin-Resistenz vermittelt. Die Aus- 
drticke Resistenzgen und Arzneistoff- bzw. Wirkstoff- 
Resistenzgen werden hier synonym verwendet und beziehen sich 
z,B. jeweils auf ein fiir eine Antibiotikum-Resistenz kodie- 
rendes Gen, Es konnen aber auch andere fUr Arzneimittel- bzw. 
Wirkstoff Resistenzen kodierende Gene eingesetzt werden, z.B. 
das DHFR-Gen. 
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Anstatt der Resistenzgene k5nnen auch andere selektierbare 
Markergene eingesetzt warden, die eine spez. Selektion der 
das erf indungsgemalie Konstrukt enthaltenden Zellen ermogli- 
chen und die, ohne das Oberleben des Patienten zu beeintrach- 
5 tigen, auch in vivo anwendbar sind. Geeignete Gene stehen 
hier dem Fachmann zur Verfiigung. 

Im ersten Ausf lihrungsbeispiel liegen die Gene fUr das detek- 
tierbare Protein und das Resistenzgen auf zwei verschiedenen 

10 Konstrukten. Die Verwendung von zwei verschiedenen Vektoren, 
wobei auf dem ersten Vektor das Resistenzgen liegt und auf 
dem zweiten Vektor das Reportergen, beispielsweise EGFP, wo-- 
bei beide von einem zell- bzw. gewebespezif ischen oder ent- 
wicklungsspezif ischen Promoter, beispielsweise dem a-MHC- 

15 Promoter kontrolliert werden, weist die in der vorliegenden 
Anmeldung aufgezeigten vielfaltigen Vorteile auf, die sich 
fUr bestimmte Anwendungszwecke eignen. Weitere Versuche zeig- 
ten aber, dali dieses System viberraschenderweise auch mit ge- 
wissen Nachtellen verbunden ist, nSmlich mit der Bildung von 

20 zwar gegen das Resistenzgen resistenten Zellen, innerhalb de- 
rer sich jedoch Zell-Subklone befinden, die das Reportergen, 
2.B. EGFP, nicht exprimieren, also z,B. EGFP-negativ sind. 
Derartige Subklone k5nnen eine potentielle Quelle fUr Terato- 
karzinome darstellen, da, auch bei Einsatz des Antibiotikums, 

25 nicht alle nicht-spezif ischen Zellen, also z.B. nicht- 
Kardiomyozyten, abgetdtet werden. Dies kdnnte dazu filhren, 
daB schnell prolif erierende ES-Zellen potentiell tiberleben 
und Tumore bilden k5nnen. 

30 In den durchgefuhrten Versuchen zeigt es sich, daJi in der Tat 
EGFP-negative Zellen auch nach einer Puromycin-Exposition von 
bis zu 15 Tagen Uberleben kdnnen. Eine mCgliche Ursache ftlr 
diese Beobachtung liegt darin, daB die eingesetzten zwei Vek- 
toren in einer Doppel-Transf ektion in die Zellen eingebracht 
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warden. Diese Vektoren integrieren dann zufallig im Wirtsge- 
nom^ teilweise an unterschiedlichen Stellen des nativen Ge- 
noms und konnen daher unter den Einflufi> verschiedener Gene 
und ihrer Kontrollsequenzen geraten, die unterschiedliche 
5 Transkriptionsaktivitaten besitzen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsf orm der Erfindung (Beispiel 2) 
wurden deshalb das Reportergen und das Resistenzgen auf eineiu 
Vektorkonstrukt unter Kontrolle eines Promoters angeordnet. 

10 Im vorliegenden Beispiel 2 wurden sowohl die Puromycinre- 
sistenzkassette (Pac) als auch das Reportergen EGFP unter ge- 
meinsamer Kontrolle des gewebespezif ischen Promotors a-MHC 
gebracht. Der grofie Vorteil dieses Systems liegt in der sehr 
geringen Inzidenz von resistenten Zellen, die nicht zell- o- 

15 der gewebe- oder entwicklungsspezif isch sind. Beispielsweise 
ist die Wahrscheinlichkeit sehr gering, dafl puromycinre- 
sistente Zellen auftreten, bei denen es sich nicht um Herz- 
zellen handelt. Dies scheint darauf zurtickzuf tihren zu sein, 
dafl die Pac-Kassette und das EGFP-Gen nur an einer oder weni- 

20 gen Lokalisationen des Wirtsgenoms integrieren und deshalb 
nicht dem EinfluB unterschiedlicher AktivitcLtszustSnde der 
jeweiligen vor- bzw. nachgeschalteten Genstruktur unterlie- 
gen, Durch weitere Selektion der erhaltenen Klone ist es m5g- 
lich/ ein praktisch reines Zellsystem zu erhalten. Diese Eva-. 

25 luierung erfolgt unter Einsatz der EGFP-Expression, In diesem 
Zusammenhang wird nochmals darauf hingewiesen, dafl es sich 
bei EGFP, a-MHC und Pac um beispielhaf te Ausgestaltungen der 
Erfindung handelt, Der Fachmann kann hier unter BerUcksichti- 
gung der in der vorstehenden Anmeldung beschriebenen Alterna- 

30 tiven Abanderungen vornehmen. 

Das Einbringen des oder der Vektor-Konstrukte in die embryo- 
nalen Stammzellen erfolgt in an sich bekannter Weise, bei- 
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spielsweise durch Transf ektion, Elektroporation, Lipofektion 
Oder mit Hilfe viraler Vektoren. 



Zur Selektion auf stabil transf izierte ES-Zellen enthalten 
5 die Vektor-Konstrukte ein weiteres selektierbares Markergen, 
welches beispielsweise eine Resistenz gegen ein Antibiotikum 
vermittelt, beispielsweise Neomycin. SelbstverstcLndlich kon- 
nen auch andere, an sich bekannte Resistenzgene eingesetzt 
werden, beispielsweise die weiter oben i.V. mit dem tiXr das 
10 f luoreszierende Protein kodierenden Gen beschriebenen Re- 
sistenzgene. Das zur Selektion auf stabil transf izierte ES- 
Zellen eingesetzte Selektions-Gen steht unter Kontrolle eines 
anderen Promoters als dasjenige, welcher die Kontrolle der 
Expression des detektierbaren Proteins reguliert. HSufig wer~ 
15 den konstitutiv aktive Promotoren eingesetzt, beispielsweise 
der PGK-Promotor . 

Die Verwendung des zweiten Selektionsgens ist wichtig, um ii- 
berhaupt die erfolgreich transf izierten Klone (Effizienz re- 
20 lativ niedrig) identif izieren zu konnen. Andererseits wUrde 
eine erdruckende Mehrzahl von nicht transf izierten ES-Zellen 
vorliegen und bei der Dif f erenzierung z.B. keine EGFP positi- 
ven Zellen erkannt werden. 

25 Nach Transf ektion werden die Konstrukte stabil in die native 
DNA integriert. Nach Aktivierung intrazellularer Signale, die 
entweder zellspezif ischer und/oder entwicklungsspezif ischer 
Natur sind, wird der Promoter aktiviert und es werden sowohl 
das detektierbare Protein als auch das (erste) Resistenzgen 

30 exprimiert. Es kOnnen damit nicht nur ES-Zellen z.B. anhand 
ihrer Fluoreszenz-Emission unter Fluoreszenzanregung erkannt 
werden, sondern es kann gleichzeitiq und hoch-spezif isch auf 
diejenigen Zellen selektiert werden, die unter Kontrolle des 
zellspezif ischen und/oder entwicklungsspezif ischen Promoters 
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stehen. Mit dieser als elegant zu bezeichnenden Methode ist 
eine hohe Anreicherung spezifischer Zellen moglich, die in 
einem speziellen Entwicklungszustand aktiv oder die fUr spe- 
zifische Gewebe typisch sind. Ein besonders wichtiges Bei- 
spiel ist hier die Anreicherung von aus ES-Zellen stammenden 
Kardiomyozyten. Beispielhaft werden die nachf olgenden Vortei- 
le genannt: 

1. Die Kontrolle sowohl des Resistenzgens als auch des ent- 
wicklungsspezif ischen und/oder zellspezif ischen Gens un- 
ter ein und demselben Promotor garantiert eine effiziente 
und schnelle Selektion der beispielsweise gewebespezif i- 
schen Zellen, also beispielsweise der Herzzellen, Anhand 
von FACS-Analysen konnte gezeigt werden r dass beinahe 99% 
aller nicht herzspezif ischen Zellen abgetotet wurden. 
Dieser hohe Reinheitsgrad fUr einen spezifischen Zelltyp 
innerhalb einer hoch heterogenen Zellpopulation von emb- 
ryoiden K5rperchen ist auch ein geeignetes Werkzeug nicht 
nur fur pharmakologische Tests auf toxische Substanzen, 
zur Wirkstof ftestung, embryotoxikologische Effekte, Aus- 
testung von Faktoren zur Zellprolif eration und Differen- 
zierung, sondern eroffnet auch die M5glichkeit, hochreine 
Zellpopulationen fUr therapeutische Anwendungen zuiti Er- 
satz von Geweben bereit zu stellen bzw. die Generation 
von Gewebestucken in vitro (Bioengineering) zu generie- 
ren. 

2. Obwohl das erf indungsgemSIi bevorzugt angewandte Diff^ren- 
zierungsverf ahren mit dem "h^ngenden Tropfen" Zellpopula- 
tionen mit relativ stabilen Dif f erenzierungs- 
charakteristika bei Plattierung ermttglicht, weisen embry- 
oide Korperchen gleichwohl sehr deutliche Unterschiede 
zum Zeitpunkt der Initiation der Dif f erenzierung, u.a. 
auch des spontanea Schlagens, auf. Durch die Expression 
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z,B. des Fluoreszenzgens erhait man eine zuverl^ssige In- 
formation Uber die Initiation der Dif f erenzierung, z.B. 
der Kardiomyogenese^ und die Zugabe des Selektionsmediums 
kann zeitlich abgestimmt nach Initiation der Transkripti- 
5 on vom zellspezif ischen oder entwicklungsspezif ischen 

Promoter erfolgen. Die erf indungsgemSiie Kombination eines 
GenS;. welches fur ein detektierbares, z, B. fur ein fluo- 
reszierendes Protein, kodiert, mit einem Selektionsgen, 
wobei beide Gene unter Kontrolle eines Promoters stehen, 

10 ermoglicht somit eine genaue zeitliche Abstimmung der Zu- 

gabe des Selektionsmediums in Abhangigkeit vom Differen- 
zierungsstadium der Zellen, wobei das Dif f erenzierungs- 
stadium iiber die Expression des f luoreszierenden Proteins 
vom Experimentator feststellbar ist. Unter in vivo Bedin- 

15 gungen ist die Verwendung des Reportergens nicht kri- 

tisch, da es sowieso nicht identif iziert werden konnte, 
Es ist aber von Bedeutung bei der experimentellen Austes- 
tung (sehr wichtig zur Etablierung von Auf reinigungs-, a- 
ber auch operativen Verfahren) der Methode^ aber evtl . 

20 aufgrund der potentiellen Antigenitat fur therapeutische 

Zwecke nicht einzusetzen. Alternative besonders far the- 
rapeutische Zwecke, ist die Verwendung eines transgenen 
Epitops, das keine Anbindung an intrazellulMre Signalkas- 
kaden besitzt (z.B. CDS oder CD4) , unter Kontrolle des 

25 zell- bzw. gewebespezif ischen Promoters geeignet. Mit 

Hilfe dieser Technik k5nnen nach der Puromycin- Anreiche- 
rung hochauf gereinigte Kardiomyozytenpr^parationen mit- 
tels MACS-Sortierung nach Anreicherung mit z.B. Percoll 
Gradient erhalten werden; ferner konnen in vivo und in 

30 vitro die transgenen Zellen mittels anti-CD8 {anti-CD4) 

f lucres zent konjugierten Zell-Oberf ISchenantikarpern 
leicht identif iziert werden. Gleichzeitig kann auch die 
hochstmCgliche quantitative Anreicherung des gewUnschten 
Zelltyps erreicht werden. Eine zufclllige Zugabe des Se- 
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lektionsmediums, unabhSngig von der Information liber die 
Zelldif f erenzierung, wtirde zu einer vorzeitigen Zerst5- 
rung der VorlSuf erzellen oder nur zu einer geringen An- 
zahl terminal dif f erenzierter Zellen fiihren. 

3, Es ist davon auszu<5ehen, dass die Dif f erenzierung von ES- 
Zellen zu spezifischen Zelltypen, insbesondere in der na- 
ttir lichen Umgebung des jeweiligen Organs^ besonders effi- 
zient verlauft, da in der Organumgebung weitere Faktoren 
vorliegen^ die die gewebespezif ische Dif f erenzierung der 
ES-Zellen vorantreiben. In der Tat konnten wir in unseren 
Transplantationsversuchen zeigen, dass ohne eine Gewebs- 
schSdigung (Abwesenheit von Dif f erenzierungsf aktoren) 
kein Einwachsen und keine Dif f erenzierung transplantier- 
ter embryonaler Herzmuskelzellen zu beobachten ist. Fer- 
ner kann nach der Transplantation in ein kryoinf arktier- 
tes Areal eine deutlich gesteigerte Herzmuskelgeneration 
unter Verwendung undiff erenzierter embryonaler Stammzel- 
len beobachtet werden (in vitro nur 3-5%, in vivo wesent- 
lich effektiver, aber mit einer Generation von Tumoren) . 
Aufgrund der hohen Sensivit^t von ES-Zellen ohne das Re- 
sistenzgen gegen Antibiotika kann das erf indungsgemSBe 
Verfahren dazu benutzt werden^ die erf indungsgemSli bereit 
gestellten transgenen ES-Zellen in das jeweilige Organ in 
vitro Oder in vivo einzubringen^ in welchem die hoch ef- 
fiziente Dif f erenzierung, beispielsweise zu Herzzellen, 
stattfindet. Nach mehreren Wochen wird dann das Selekti- 
onsmedium zugegeben, und alle von den ES-Zellen stammen- 
den Zellen mit Ausnahme der das Resistenzgen tragenden 
werden systematisch abget5tet. Bei dieser Vorgehensweise 
ist eine effizientere Geweberegeneration ohne das damit 
verbundene Risiko einer Tumorentstehung zu erwarten. Ent- 
scheidend ftir das hier entwickelte System ist, daft das 
Antibiotikaresistenzgen und das Reportergen unter Kon- 
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trolle desselben Promotors stehen. Der Grund hierfiir 
liegt darin, dafi das Reportergen den Zeitpunkt des Be- 
ginns der zellspezif ischen bzw. entwicklungsspezif ischen 
Dif f erenzierung^ z.B, der Herzdif f erenzierung anzeigt; 
5 z.B. ist ein Groliteil der friihen Herzzellen bereits ge- . 

bildet und noch prolif erativ, Zu diesem Zeitpunkt wird 
nun auch das Antibiotikaresistenzgen gebildet und somit 
alle Zellen nach Zugabe des Antibiotikas abget5tet, abge- 
sehen von den Zellen, die das Resistenzgen exprimieren, 
10 z.B. also den Kardioinyozyten. In der DE 19727962 wurden 

unterschiedliche Promotoren verwendet, so dass diese Syn- 
chronisation nicht gegeben und deshalb die Selektion in- 
effizient war. 

15 Anstatt einer Doppeltransf ektion konnte auch ein Vektor- 

konstrukt mit einer IRES gebaut werden, in der ein und 
derselbe Promoter, z.B. der a-MHC Promoter, das Reporter- 
gen und das Antibiotikaresistenzgen treibt und somit eine 
einfache Transf ektion genugt. 

20 

Ein wichtiges Ziel der Erf indung liegt naturlich nicht nur in 
der in vitro-, sondern insbesondere in der in vivo- 
Anwendbarkeit der durch das erf indungsgemSfie Verfahren" er- 
haltlichen dif f erenzierten Zellen, insbesondere von Herzzel- 

25 len. Urn auszuschlielien, dali bei einer Transplantation bei- 
spielsweise pluripotente Stammzellen oder Keimbahnzellen, die 
sich zu Tumorzellen entwickeln konnten, in den Patienten ge- 
langen, kOnnen in einer Ausf Uhrungsf orm der Erfindung die 
Zellen durch Oberexpression, beispielsweise durch Verwendung 

30 eines Oct-4 Promotors, noch sensibler fiir das Resistenzagenz 
gemacht werden. Hierdurch wird die Wahrscheinlichkeit , dali 
pluripotente Zellen den Angriff durch das Resistenzagens tl- 
berleben, weiter verringert. 



19 



wo 02/051987 PCT/EPO 1/15337 

In einer weiteren Ausf iihrungsf orm der Erfindung k5nnen die 
Zellen zus^tzlich so manipuliert werden^ daB spezifische Ge- 
webe nicht gebildet werden. Dies kann beispielsweise durch 
Einfiigen von Repressorelementen, z.B. eines Doxizyklin- 
5 induzierbaren Repressorelements, erfolgen. Hierdurch konnte 
eine mGgliche Kontamination der gewlinschten dif ferenzierten 
Zellen mit pluripotenten, potentiell txamorogenen Zellen aus- 
geschlossen werden. 

10 In einer weiteren Ausf uhrungsf orm kann durch die geeignete 
Wahl eines Promotors, beispielsweise des chicken ii-Aktin- 
Promotors, auf Zellen mit einer hohen Teilungsrate selektiert 
werden und liber diesen Weg die Mttglichkeit eines Oberlebens 
pluripotenter Zellen welter verringert werden. 

15 

In einer bevorzugten Ausf Uhrungsf orm wurden zwei Arten von 
Vektoren verwendet, um embryonale Stammzellen stabil zu 
transf izieren und um Herzzellen spezifisch aus einer diffe- 
renzierenden Kultur von embryonalen Stammzellen zu selektie- 
20 ren : 



1. das Herz-a-MHC-Promotor gesteuerte Resistenzgen fur Pu- 
romycin (a-MHC-Pur) ; 

2. das Herz-a-MHC-Promotor gesteuerte Gen des verstarkten 
25 Grtln Fluor eszierenden Proteins (enhanced Green Fluorescent 

Protein=EGFP) (a-MHC-EGFP) . 

Das Neue der vorliegenden Erfindung besteht in der kombinier- 
ten Anwendung sowohl eines Resistenzgens (z.B. Pur) als auch 
30 z.B. eines live Fluoreszenz-Reportergens (z.B. EGFP) unter 
Kontrolle desselben, bevorzugt herzspezif ischen Promoters 
(z.B. a-MHC) . Ein derartiger Ansatz zeigt eine Kombination 
der nachfolgenden Vorteile, die die genetische Selektion, 
z.B. der von ES abstammenden Herzmuskelzellen, erleichtern: 
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i) Oberwachen der Dif f erenzierung von embryonalen Stammzel- 
len, z.B. der Herzdiff erenzierung von sehr fruhen Entwick- 
lungsstadien ab durch Nachweis einer spezif ischen, z.B. herz- 

5 spezifischen Fluoreszenz (Kolossov et al.^ 1998). 

ii) Optimierung der Zeit fiir den Beginn einer Arzneistof f - 
Anwendung durch Definition der Fluoreszenz als Indikator ei- 
ner z.B. a-MHC-Promotor-Aktivitat, die das Resistenzgen 

10 steuert. 

iii) Visuelle Kontrolle des Prozesses der Arzneistoff- 
Selektion durch live-Oberwachung bzw. -Monitoring des Ver- 
haltnisses zwischen f luoreszenten und nicht f luoreszenten 

15 Zell-Fraktionen. Durchf Uhrbarkeit einer quantitativen Schcit- 
zung des Spiegels einer spezifischen Zelltyp- Anreicherung 
mittels Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) . 

iv) Die bevorzugte Verwendung des Pur-Gens unter Kontrolle 
20 eines bevorzugt herzspezif ischen Promotors ermoglicht eine 

hochef f ektive herzspezif ische Selektion durch Puromycin so- 
wohl in adharenten als auch in Suspensions-Kulturen differen- 
zierender ES-Zellen, well Puromycin eine schnellere und stcir- 
kere toxische Wirkung auf nicht resistente Zellen als andere 
25 bekannte Selektionsmittel, wie beispielsweise G418 und Hygro- 
mycin, aufweist. 

Die vorliegende hochef fiziente und sehr schnelle Selektion 
mit Puromycin im Gegensatz zu anderen Antibiotikaresistenzge- 
30 nen war iiberraschend. Ferner war es fUr ES Zellen eine v611ig 
unbekannte Beobachtung. 

v) Die Moglichkeit der Oberwachung des Schicksals eingefUg- 
ter selektierter Zellen nach Transplantation durch blofie An- 
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wendung des z.B. EGFP-Fluoreszenznachweises . Dies ist von 
grundlegender Bedeutung zur Etablierung neuer Operationstech- 
niken. 

5 Die Erfindung beinhaltet mehrere Aspekte, die unter Bertick- 
sichtigung des Standes der Technik nicht mit einer verniinfti- 
gen Aussicht auf Erfolg zu erwarten waren, 

1. Zuerst liberraschte die Einfachheit, mit der die ES Zellen 
10 auch doppelt transfiziert werden konnten, Unsere Versuche 

zeigten, dafi in den meisten transf izierten Klonen eine 
effektive Transfektion mit beiden Konstrukten stattgefun- 
den hatte. 

Ferner zeigte sich kritisch fur die Effizienz der Antibi- 
otikaresistenz, daB das Selektionsagens wahrend der frii- 
hen Phase der Dif f erenzierung, insbesondere der Differen- 
zierung von Herzzellen, zugegeben wird, Hierdurch wird 
of f ensichtlich die Effizienz der z.B. Kardiomyogenese in 
vitro erh5ht, h5chstwahrscheinlich weil die umgebenden 
Zellen negative Signale freisetzen. Als friihe Phase sind 
besonders bei der hSngenden Tropf enmethode mit Plattie- 
rung 2-4 Tage nach der Plattierung gemeint, einem Stadium 
in dem in Bezug auf Proliferation (Zellen sind noch pro-- 
liferativ) sowie lonenkanalexpression (If Kanal ist noch 
in alien Kardiomyozyten exprimiert, alle Zelltypen auch 
Ventrikelzellen exprimieren diesen lonenkanal und schla- 
gen spontan) und deren Regulation (basale Hemmung des L- 
Typ Ca^"** Stroms mittels muskarinergen Agonisten Uber das 
Stickstof f-Monoxid System) noch fruhe Muster vorzufinden 
sind. 
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3. Oberraschend war auch die hochef f iziente Aktion von Puro- 
mycin^ das innerhalb von 12-24 Stunden zu einer 99% Abt5- 
tung aller nicht-Kardiomyozyten im EB fuhrt- 

5 4. Ein entscheidender Vorteil der vorliegenden Erfindung ist 
die Moglichkeit einer Selektion auch an nicht plattierten 
EBs bzw. in den Rtlhrkulturen^ da hier die abget5teten 
Zellen unproblematisch abgewaschen und somit erstmals 
reine zelltypspezif ische Kulturen aus ES Zellen gewonnen 

10 werden konnen. Teilweise wird die Elimination der nicht 

vitalen Zellen durch enzymatische Verdauung (z.B. 
Trypsin, Kollagenase) verbessert. Die Effizienz dieser 
Methode konnte ferner dadurch bestatigt werden, dafi Kar- 
diomyozyten in nicht plattierten EBs erneut als Zellver- 

15 band spontan zu kontrahieren beginnen. 

In einer weiteren Ausf Uhrungsf orm der Erfindung werden die 
embryonalen Stairauzellen stabil mit zwei Satzen von Vektor- 
Selektionssystemen transf iziert . Der erste Vektor enthait die 

20 Information fur ein erstes nicht zellschadigendes detektier- 
bares, z.B. f luoreszierendes Protein und/oder fiir ein erstes 
Resistenzgen, und beide Gene stehen unter Kontrolle eines 
ersten zellspezif ischen oder entwicklungsspezif ischen Promo- 
tors, der jeweils in f unktioneller Weise mit den genannten 

25 Genen verbunden ist. Ein zweiter Vektor enthalt die Informa- 
tion fUr ein zweites nicht zellschadigendes, detektierbares, 
z.B, f luoreszierendes Protein und/oder ein zweites Resistenz- 
gen, und beide Gene liegen unter Kontrolle eines zweiten 
zellspezif ischen oder entwicklungsspezif ischen Promoters, der 

30 wiederum in f unktioneller Weise jeweils mit diesen Genen ver- 
kniipft ist. Alternativ zur Elektroporation kann ein hochef fi- 
ziente Transfektion auch mit Viren sowie mit Lipofektion vor- 
genommen werden-. 
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Besonders erwShnenswert im Zusammenhang mit einer erfolgrei- 
chen Transplantation am Herzen ist die in vitro Selektion me- 
sodermaler VorlSuferzellen. Diese Zellen warden entsprechend 
obigem Schema unter bevorzugt Brachyuria, Nkx2.5 und ANF Pro- 
5 motor-Schaltelementen exprimierten Fluoreszenz- und Resis- 

tenzgenen selektioniert und daraufhin transplantiert . Anstatt 
des Fluoreszenzgens sind naturlich auch Gene der oben be- 
schriebenen anderen detektierbaren Proteine einsetzbar. Die- 
ses Schema ist ideal dazu geeignet, grofie Menge von aufgerei- 
10 nigten Voriauf erzellen zu produzieren, die ohne Gefahr z.B. 
nach Implantation ins geschadigte Myokard unter nativen Dif- 
f erenzierungsf aktoren in situ zu Herzzellen dif f erenzieren, 

Ferner eignet sich dieser Ansatz in idealer Weise dazu, un- 
15 terschiedliche Wirkstoffe/Diff erenzierungsf aktoren in v^itro 
auszutesten, die mesodermale VorlHuf erzellen in die unter- 
schiedlichen spezialisierten Zelltypen (u.a. immunologische 
Zellen, glatte- und Skelettmuskelzellen sowie Endothelzellen) 
dif ferenzieren. Somit eignet sich dieses System ideal zur 
20 Testung von Dif f erenzierungsf aktoren, pharmakoiogischen und 
unterschiedlichen Wirkstoffen (u.a. toxikologischen Substan- 
zen, Umweltgif ten, Gebrauchschemikalien, zum Test auf terato- 
gene/embryotoxikologische Ef fekte und zur Wirkstof f kunde) . 

25 Ferner wurde neben der in vitro Dif f erenzierung und Selektion 
ein vollig neues Schema zur Gewebewiederherstellung etab- 
liert. Hierbei wird einerseits der Vorteil ausgenutzt, dali im 
geschadigten Gewebe (z.B. im Herzinf arktareal) native Fakto- 
ren freigesetzt werden, die die Herzzelldiff erenzierung posi- 

30 tiv beeinf lussen. Deshalb werden z.B. transgene embryonale 
Stammzellen generiert, in denen einerseits z.B. insbesondere 
das Puromycin-Resistenzgen unter Kontrolle z.B. des a-MHC 
Promoters steht (a-MHC-Puromycin) . Urn die M5glichkeit der 
Tumorentstehung auszuschlieBen, wird zusatzlich das Poxvirus 
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getriebene tk-Element verwendet. Deshalb werden die embryona- 
len Staininzellen mit einem ubiquitar exprimierten Promotor 
(z.B. chicken B actin Promotor) und dem anti-tk Element unter 
Kontrolle des a-MHC Promotors triple transf iziert . Daraufhin 
5 werden diese transgenen, undif f erenzierten ES Zellen in das 
geschadigte Herzareal gespritzt. Die intrinsischen Faktoren 
begUnstigen eine hochef f iziente Herzentwicklung der ES Zellen 
in vivo im Gegensatz zu der in vitro Dif f erenzierungskapazi-- 
tat. Nach 14-21 Tagen werden selektiv alle nicht- 

10 Kardiomyozyten mittels der kombinierten systemischen Gabe des 
Resistenzagens, z.B. Puromycin und des Virostatikiims Gancyc- 
lovir, selektioniert . Durch diese kombinierte Selektion wird 
das potentielle Oberleben undif ferenzierter ES Zellen und die 
Gefahr der Tumorogenitat vermieden. Ferner wird ein wesent-. 

15 lich ef f izienterer Herzmuskelaufbau erzielt. 

Nachfolgend wird die Erfindung anhand von Ausfuhrungsbeispie- 
len und der beiliegenden Figuren naher erlSutert- Die Figuren 
zeigen: 

20 

Fig. 1: Kombinierte Transmission/Fluoreszenz- 
Lichtmikroskopie-Bilder von ausplattierten EBs, die von 
paMHC-Pur transgenen ES-Zellen abstammten, am 10. (A), 
11. (B), 12. (C) und 14. (D) Tag der Entwicklung nach 1, 2, 3 
25 beziehungsweise 5 Tagen der Puromycin-Behandlung . 

Fig. 2: Kombinierte Transmission/Fluoreszenz- 
Lichtmikroskopie-Bilder einer Suspensionskultur von poMHC- 
EGFP/poMHC-Pur EBs am 19. Tag der Entwicklung nach 10 Tagen 
30 Puromycin-Behandlung . 

Fig. 3: (A) FACS-Profil der dissoziierten, 16 Tage alten EBs, 
die von pccMHC-EGFP transgenen ES-Zellen abstammten. Alle EBs 
enthielten groBe schlagende und f luoreszierende Herz- 
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muskelzell-Cluster . EGFP positive Zellen (Ml) bilden weniger 
als 1% der Gesamtzellpopulation. 

(B) FACS-Profil der dissoziierten 22 Tage alten EBs, die von 
5 kotransf izierten paMHC-EGFP und paMHC-Pur ES-Zellen abstamm- 
ten, nach 13 Tagen Puromycin-Behandlung. EGFP positive Zellen 
(ml) bilden 42 - 45% der Gesamtzellpopulation. 

Fig. 4: Protokoll zur Gewinnung von embryoiden Korperchen. 

10 

Beispiel 1 

M2^T£RIALIEN UND METHODEN. 

15 

Vektoren, 

Der ein regulatorisches 5^5 kb Fragment des Maus a-MHC-Gens 
enthaltende Vektor wurde von Dr. J. Robbins (Children Hospi- 
20 tal Medical Center, Cincinnati, USA) bereitgestellt (Gulick 
et al. , 1991) . 

Das Fragment wurde aus dem Vektor mit BamHI und Sail ausge- 
schnitten, mit Blunt-Ends versehen und in die Smal-Stelle der 

25 multiplen Klonierungsstelle des pEGFP-1 Vektors kloniert 

(enthait die kod.ierende Sequenz fUr EGFP, die verstarkte Ver- 
sion von GFP und die Neo-Kassette fUr die G418-Resistenz) 
(KLONTECH Laboratories, Palo Alto, CA, USA) . Die richtige 
"Schwanz-an Kopf" (tail-to-head) -Orientierung des Promoters 

30 zur kodierenden Sequenz von EGFP im sich ergebenden Vektor 
wurde UberprUft und durch EcoRI-Restriktion bestatigt. 

Der kodierende Teil des Pur-Gens (Hindlll-Sall-Fragment) wur- 
de in poMHC-EGFP anstatt der durch BamHI-Aflll ausgeschnit- 

26 
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tenen EGFP-kodierenden Sequenz. blunt-ligiert (Ligation stump- 
fer Enden) . Die richtige Ausrichtung beziehungsweise Orien- 
tierung im sich ergebenden Vektor pa-MHC-Pur wurde durch 
Smal und Clal-Stul-Restriktionen bestatigt. 



Zellkultur^ Transf ektions- und Selektions-Verf ahren, 

Alle Stadien der Vermehrung und der Selektion von ES- 
10 Zellklonen wurden in ES-Zell-Vermehrungsmedium durchgefuhrt 
das aus folgendem bestand: Glucosereiches DMEM Medium ergSlnzt 
mit : 

nicht essentiellen Aminos^uren (0,1 mM) , L-Glutamin (2inM) , 
Penicillin und Streptomycin ( jeweils 50]ag/ml) , 
15 Mercaptoethanol (0,1 mM) , LIF (ESGRO™) (500u/ml) , ffitales 
KSlberserum (FCS) (15% V/V) . 

Beide Vektoren, pcxMHC-EGFP und poMHC-Pur, wurden durch Hindl- 
II-Restriktase vor Cotransf ektion durch Elektroporation der 
20 ES-Zellen (D3 Linie) linearisiert . Elektroporationsbedingun- 
gen: 

Zellen: 4 bis 5 x 10^ in 0,8 ml PBS (Ca^*, Mg^* frei) 
Vektor-DNA: 20-40vig; 

Elektroporations-Ktivette: 0,4cm (Bio-Rad Laboratories, Hercu- 
25 les, CA, USA) ; 

Elektroporationsgerat : Gene Pulser^" (Bio-Rad Laboratories); 
Elektrische Impulsbedingungen: 240V, 500|iF. 

Nach dem elektrischen Impuls wurde die Zellsuspension 20 Mi- 
nuten lang in Eis gekuhlt und dann mit einera G418-resistenten 
30 Fibroblasten-Feeder Layer in 10 ml ES-Zellvermehrungs-Medium 
auf die 10 cm Gewebs-Qualitat .Petrischale Ubertragen. 2 Tage 
spater wurde Geneticin G418 (GibcoBRL) , 300 jig/ml zur Selek- 
tion von G418-resistenten Zellen zugesetzt. Das Medium mit 
G418 (300 pg/ml) wurde jeden zweiten Tag ausgetauscht . Nach 8 
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- 10 Tagen Selektion erschienen die Arzneistof f-resistenten 
Kolonien. Die Kolonien wurden herausgenommen, getrennt in 
0,1% Trypsin/EDTA-Losung trypsiniert und auf 48 Well-Platten 
mit G418 resistenter Fibroblasten-Feeder Layer in ES- 

5 Zellverinehrungs -Medium und G 418 (300vig/inl) ausplattiert • 
Nach 2-4 Tagen Wachstuiti wurden ES-Zellklone nachfolgend 
trypsinisiert und auf 24 Well-Platten und darauf auf 5 cm Ge- 
webs-Petrischalen vermehrt. G418 (300 pg/ml) und G418 resis- 
tente Fibroblasten-Feeder Layer lagen in alien Stadien der 

10 ES-Zellklon-Vermehrung vor. 



Differenzierung von ES-Zellen und herzspezif ische Selektion, 

Alle Schritte der Dif f erenzierungsvorschrif t wurden im 
"Dif ferenzierungsmedium" durchgef uhrt , das aus alien Bestand- 
teilen des vorstehend erwMhnten "ES-Zell-Vermehrungsmediums", 
ausschliefi>lich LIF, bestand und bei dem 15% FCS durch 20% FCS 

20 ersetzt waren. Nach der Vermehrung wurden die ausgewahlten 
G418 resistenten ES-Klone trypsinisiert und in "Dif ferenzie- 
rungsmedium" zu einer Endkonzentration von 0,020 bis 0,025 x 
10^ Zellen/ml resuspendiert . AnschlieBend wurden "hangende 
Tropfen" durch Anordnen von 20pl dieser Suspension (400 bis 

25 500 Zellen) an den Deckeln von Bakterienpetrischalen (Greiner 
Labortechnik, Deutschland) gebildet. Nach 2 Tagen Inkubation 
bei 37 °C und 5% CO2 bildeten die ES-Zellen die Aggregate oder 
"embryoiden Korper", die in die bakteriellen Petrischalen mit 
"Dif ferenzierungsmedium" ausgewaschen und f\ir zusStzliche 5 

30 Tage inkubiert wurden. Darauf wurden die embryoiden Korper- 
chen getrennt auf mit Gelatine vorbehandelten 24 Well Gewebs- 
Qualitats-Platten in "Dif ferenzierungsmedium" plattiert. In 
parallelen Experimenten wurde eine Anzahl von embryoiden Kor- 
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perchen in Suspension gelassen, wo sie ebenfalls wie die 
plattierten behandelt warden. 



In alien Wachstums-, Dif f erenzierungs- und Arzneistoff- 
5 Selektions-Stadien wurden EBs unter dem Fluoreszenzmikroskop 
unter Verwendung eines FITC Filter sets (Zeiss, Jena, Deutsch- 
land) uberwacht. 

Bei typischen Experimenten wurde die Anwendung des selektiven 
10 Arzneistof fes Puromycin (1-2 pg/ml) am Tag 9-10 der Ent- 
wicklung begonnen, wenn die erste EGFP-Fluoreszenz uberwacht 
wurde. Das Medium mit der Wirksubstanz wurde alle 2-3 Tage 
ausgetauscht • 

15 FACS-Analyse 

Fur eine FACS-Analyse wurden 10 bis 20 embryoide K5rperchen 
aus unterschiedlichen Entwicklungs- und Selektionsstadien mit 
PBS gewaschen und dann durch Trypsin-Behandlung ftir 2-3 Minu- 
20 ten (120vil Trypsin/EDTA-Losung) zu einer einzigen Zellsuspen- 
sion dissoziiert. Daraufhin wurden 1 ml DMEM + 20% FCS der 
einzigen Zellsuspension zugesetzt* Nach Zentrif ugierung (1000 
UpM) ftir 5 Minuten wurden die Zellen in 0,5 - 1,0 ml PBS, das 
Ca^"^ (1 mM) und Mg^"*" (0,5 mM) enthielt, resuspendiert . 

25 

Die GFP Expression durch von embryonalen Stammzellen abstam- 
mende Zellen unterschiedlichen Alters wurde auf einem FACSCa- 
libur™ Durchf lufizytometer (Becton Dickinson, BRD) untersucht, 
das mit einem 4 88 nm Argonionen-Laser (15 mW) ausgestattet 
30 war. Die Zellen wurden zu einer Konzentration von 5 x 10^ 
Zellen/ml in PBS (pH 7,0, 0,1% BSA) resuspendiert und dann 
auf dem FACSCalibur™ mit einem Minimum von 10.000 lebensfS- 
higen Zellen untersucht, die fUr jede Probe gewonnen wurden. 
Die emittierte Fluoreszenz von GFP wurde bei 530 nm (FITC- 
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Bandfilter) gemessen. Das live Gating wurde durch Zusatz von 
Propidiumiodid (2|ag/ml) zu den Proben unmittelbar vor der 
Messung durchgef iihrt . Nekrotische Zellen mit einer positiven 
Propidiumiodid (PI) FSrbung (585 nm Bandfilter) zeigten hohe- 
5 re Seiten-Streuungs (SSC) -Signale im Vergleich zu den lebens- 
fahigen Pl-negativen Zellen. Nicht lebensfahige Zellen wurden 
aus der nachf olgenden Untersuchung ausgeschlossen, indem Zel- 
len mit niedrigen SSC-Signalen durchgelassen wurden. Nicht 
transf izierte ES-Zellen der Zelllinie D3 wurden fur Negativ-. 
10 kontrollen verwendet. Untersuchungen wurden unter Verwendung 
der CellQuest® Software (Becton Dickinson) durchgef tihrt . 

ERGEBNISSE 

15 ES-Zellen, die sowohl bezUglich poMHC-EGFP als auch poMHC- 

Pur-Vektoren transgen waren, wurden vermehrt und in der Herz- 
Dif f erenzierungs-Vorschrif t verwendet. Alle getesteten Klone 
zeigten im ES-Zellstadium und nach Bildung von EBs bis zum 
Tag des Plattierens (7 Tage nach der Bildung von "hSngenden" 

20 Tropfen) keine mikroskopisch nachgewiesene EGFP-Fluoreszenz . 
Am erst en bis zweiten Tag nach dem Ausplattieren (8-9 Tage 
alte EBs) erschienen die ersten EGFP-f luoreszierenden Gebie- 
te, die tiblicherweise einen Tag spater spontan zu schlagen 
begannen. Bemerkenswerterweise zeigte die Uberwiegende Mehr- 

25 heit von EB-Zellen aufterhalb der schlagenden Cluster kein 

mikroskopisch nachweisbares Fluoreszenzniveau, was eine hohe 
Gewebsspezifitat der EGFP-Expression wShrend der ES- 
Zellkardiomyogenese zeigt. 

30 Nach Anwendung von Puromycin (typischerweise beginnend am Tag 
9-10 der Entwicklung) wurden die ersten signif ikanten Ver- 
Snderungen in der Morphologie der ausplattierten EBs bereits 
innerhalb von 12 Stunden (mittels Langzeitbeobachtungssystem) 
am nSchsten Tag nachgewiesen: Der Zellauswuchs, der die 
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schlagenden Cluster der EGFP-f luoreszierenden Zellen iimgab, 
hatte dramatisch abgenommen und die Schlagintensitclten der 
vom umgebenden Auswuchs befreiten Cluster hatte sich in uner- 
warteter Weise intensiviert (Fig. lA) . wahrend der nachsten 

5 wenigen Tage schritten diese Veranderungen fort und zeigten 
sowohl ernsthafte Zerstdrung nicht f luoreszierender Zellmas- 
sen als auch eine Kompaktierung f luoreszierender Herz-Cluster 
mit intensiven kontraktilen Aktivitaten (Fig. 1B,C) . Bereits 
am Tag 1 der Puromycin-Behandlung hatten sich einige der emb- 

10 ryoiden K5rperchen visuell der sie umgebenden nicht fluores- 
zierenden Zellen entledigt und sahen wie isolierte, schlagen- 
de und f luoreszierende Cluster aus (Fig. ID) . Sogar nach 4 
Wochen der Entwicklung und nach 18 Tagen der Puromycin- 
Behandlung zeigten derartige isolierte Kluster noch eine in- 

15 tensive kontraktile Aktivitat, wohingegen bei ihren unbehan- 
delten Gegenstlicken typischerweise eine derartige Aktivitat 
am 17.-20. Tag der Entwicklung zum Stillstand kam. 

Sowohl die erhohte EGFP-Fluoreszenz als auch die lang anhal- 
20 tende kontraktile Aktivitat wurden bei Puromycin-behandelten 
embryoiden Korperchen in Suspensions-Kultur im Vergleich mit 
unbehandelten Gegenstlicken liberwacht. Nach mehr als drei Wo- 
chen der Entwicklung und zwei Wochen der Puromycin-Behandlung 
waren Suspensionen von embryoiden Korperchen reichlich mit 
25 intensiv f luorenszierenden und kontraktilen embryoiden Kor- 
perchen versehen, von denen einige sichtbar als insgesamt 
schlagende f luoreszierende Cluster vorlagen (Fig. 2). Diese 
Befunde belegen eindeutig, dafi Kardiomyozyten ohne die umge- 
benden Zellen weiter dif f erenzieren und am Leben gehalten 
30 werden konnen. Ferner zeigt das spontane Schlagen die funkti- 
onelle IntegritSt der selektionierten Herzmuskelzellen auf. 
Von entscheidendem Vorteil war jedoch auch die Schnelligkeit 
der Puromycin Selektion, die innerhalb von 12-24 Stunden nach 
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Applikation zu einer 99% Vernichtung aller nicht- 
Kardiomyozyten fahrt. 



Die FACS-Analyse bewies eine hohe Ef f ektivitat der Puromycin- 
5. Selektion der verwendeten transgenen ES-Zellen. WShrend die 
EGFP-fluoreszierenden Zellen nur ungefShr 1% Anteil der Ge- 
samtzellpopulation unbehandelter Zellen darstellten, die ei- 
nen paMHC-EGFP-Vektor besafien, fiihrte die Puromycin- 
Behandlung von dif f erenzierenden embryonale Stammzellen, die 

10 sowohl beziiglich paMHC-EGFP als auch paMHC-Pur Vektoren 

transgen waren, zu einer 42 - 45%igen Anreicherung der Zell- 
population durch EGFP-f luoreszierende Zellen (Fig. 3) . Die 
einfache Berechnung zeigt, dafi bereits 97 - 99% der gesamten 
nicht kardiogenen Zellpopulation effektiv im Verlauf der Pu- 

15 romycin-Behandlung der Suspensionskultur von transgenen ES- 
Zellen getotet wurden. Die noch existierende Fraktion an Pu- 
romycin-resistenten nicht- oder -schwach f luoreszierenden 
Zellen (Fig. 3) konnte durch eine nicht-spezif ische Aktivitat 
des aMHC-Promotors in einigen der nicht kardiogenen Zellen 

20 erklart werden. Eine derartige Fraktion konnte weiter entwe- 
der durch H5chstkonzentrationen von Puromycin oder durch FACS 
-Sortierverfahren eliminiert werden. 

25 Beispiel 2 

Als Ausgangsvektor wurde pIRES2-EGFP (Clontech Laboratories, 
Palo Alto, CA) eingesetzt. Dieser Vektor enthSlt die interne 
Ribosomeneintrittstelle (IRES) des Encephalo-Myocarditis- 
30 Virus zwischen der multiplen Klonierungsstelle (MCS) und dem 
EGFP-Gen. Dies ermOglicht, da^ sowohl die Puromycinresistenz- 
als auch die EGFP-Gene getrennt von einer einzigen bicistro- 
nischen mRNA translatiert werden. 
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Der pIRES2-EGFP-Vektor wurde mit den Restriktionsenzymen Asel 
und Eco47III an den Enden stumpf gemacht und religiert, um 
den Cytomegalo-Virus immediate early (CMV-IE) -Promotor zu de- 
let ieren. Der so erhaltene Vektor wurde mit Smal verdaut und 
5 mit der a-MHC-PurR-Kassette ligiert, die durch Sad und Clal 
aus dem oben beschriebenen a-MHC-PurR-Vektor herausgeschnit- 
ten worden war, Durch Verdauen mit Sad /Smal wurde die rich- 
tige Orientierung des so erhaltenen pa-MHC-IHRES-EGFP (pa- 
PIG)-Vektors sichergestellt ♦ 

10 

ES-Zellen (D3-Zelllinie) wurden mit pa-PIG transf iziert; die 
nachfolgende G418-Selektion, die Vermehrung und die Differen- 
zierung der so erhaltenen stabilen Klone wurde, wie bereits 
im Beispiel 1 beschrieben, durchgefiihrt . 

15 

Nach Durchftihrung des Standard-Dif f erenzierungsprotokolls 
konnte man schlagende Cluster EGFP-positiver Herzzellen zwi- 
schen dem achten und neunten Tag der Entwicklung nachweisen,. 
worauf Puromycin Syig/ml zugegeben wurde* Nach den ersten drei 

20 bis vier Tagen der Puromycinbehandlung enthielten die embryo- 
iden Kdrperchen (EEs) hauptsachlich EGFP-positive, intensiv 
schlagende Cluster an Herzzellen; nicht-Herzzellen I5sten 
sich ab und wurden wShrend des Mediumwechsels eliminiert. Das 
gleiche Ergebnis konnte auch dadurch erzielt werden, daB man 

25 die EBs vollstSndig in Suspensionskultur wachsen lieB und 

dort die Resistenzbehandlung mit dem Antibiotikum durchfUhr- 
te. Eine FACS-Analyse zeigte eine Anreicherung von zumindest 
70% (Durchf luiizytometrie unter Verwendung von EGFP als read 
out) in der so erhaltenen Zellkultur, Die .Anordnung des Re- . 

30 portergens und des Resistenzgens auf einem V ektor unter Kon- 
trolle eines Promoters, bevorzugt in Verbindung mit einer I- 
RES, eignet sich somit hervorragend zur Herstellung differen- 
zierter embryonaler Stammzellen, die so weitgehend wie m5g- 
lich frei sind von undif ferenzierten Stammzellen, Das gleiche 
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gilt natUrlich fur Keimbahnzellen bzw. adulte Stammzellen und 
nicht nur ftir embryonale Stammzellen. Insbesondere konnte 
durch dieses Beispiel gezeigt werden, dali eine aufierordent- 
lich hohe Gewebespezif itat fur sich aus ES-Zellen entwickeln- 
5 de Herzzellen erreichbar ist. 



Gultiqkeit des Puromycin-Selektionsprotokolls 

10 Das Puromycin-Selektionsverf ahren wurde anschliefiend in einem 
autologen Maus-Modell, in welchem eine Verletzung des Herzens 
simuliert wurde, getestet und konnte so validiert werden. Zu 
diesem Zwecke wurde ein Maus-Transplantations-Modell einge- 
setzt, in welchem embryonale Stammzellen oder durch in vitro- 

15 Dif f erenzierung von ES-Zellen erhaltene Herzzellen (10,000 - 
100.000 Zellen) in einen Empf anger injiziert wurden, dessen 
Herz durch eine KSltebehandlung teilgeschSdigt war. Die Ent- 
stehung von Tumoren wurde anhand der gesamten Maus, dem iso- 
lierten Herzen und auch an Gewebeschnitten morphologisch un- 

20 tersucht; diese Untersuchungen wurden zu verschiedenen Zeiten 
nach der Operation im Zeitraum von zwei Tagen bis zwei Mona- 
ten durchgeftihrt . Diese Vorgehensweise ermoglichte eine ge- 
naue Bewertung des Tumorpotentials der verschiedenen Zellpra- 
parationen. Bei Injektion nicht-dif f erenzierter ES-Zellen in 

25 die Kryo-Verletzung (100.000 Zellen) entstanden grofie Tumoren 
in den MSusen. 10 Tage nach der Operation erlagen die Tiere 
diesen Tumoren. Es entstanden aber auch dann Tumoren, wenn 
ES-Zellen in vitro zu Herzzellen dif f erenzierten und die 
schlagenden Bereiche, die fUr von ES-Zellen abstammenden Kar- 

30 diomyozyten typisch sind, abgetrennt, isoliert und 10.000 bis 
50.000 Zellen hiervon in die M^use injiziert wurden. Dies be- 
weist das hohe Tumorpotential embryonaler Stammzellen im Her- 
zen und die hohen Anf orderungen, die an ein hochspezif isches 
Selektionsverf ahren zu stellen sind. 
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In einem nSchsten Versuch wurden transgene ES-Zellen, die mit 
dem erfindungsgemMfien Konstrukt stabil transfiziert waren 
(Reportergen und Resist enzgen unter Kontrolle eines Promor- 
5 tors auf einem Vektor) , nach dem Nachweis der EGFP-Expression 
ftir fUnf bis sieben Tage einer Puromycinbehandlung unter 20- 
gen. In einer groli angelegten Versuchsreihe von mehr als 25 
operierten Mausen, die alle am Herzen der oben beschriebenen 
Kryo-Behandlung unterzogen worden waren, konnte selbst nach 

10 mehreren Monaten keine Bildung von Tumoren beobachtet werden, 
wenn diese von puromycinresistenten ES~Zellen abstammenden - 
Zellen (10.000 - 50.000 Zellen) in die verletzten Maus- 
Herzareale injiziert wurden (Doppeltransf ektions-Konstrukte) . 
TatsMchlich gelang es, die Zellen nach der Transplantation zu 

15 identifizieren, und es konnte deutlich gezeigt werden, daJi 

die Zellen erfolgreich transplantiert werden konnten und sich 
zu terminal dif f erenzierten Kardiomyozyten weiter differen- 
zierten. Diese Versuche beweisen damit eindeutig die Fahig- 
keit der erf indungsgemaii beschriebenen Technik, von ES-Zellen 

20 abstammende, in vitro-dif f erenzierte Zellen effizient anzu- 
reichern und eine Population zu erhalten, in der sich keine 
undif ferenzierten ES-Zellen mehr befinden. Diese Effizienz 
ist unter Beriicksichtigung der hier gezeigten hohen Tumoroge- 
nitat von von ES-Zellen abstammenden Zellen im Herzen beson- 

25 ders bemerkenswert . 

SCHLUBFOLGERUNGEN 

30 1. Stabile transgene embryonalen Stammzell-Klone, die mit 
den Expressions-Vektoren paMHC-EGFP und poMHC-Pur kotransfi- 
ziert waren, wurden gebildet. 



35 



wo 02/051987 PCT/EPO 1/15337 

2. Eine Puromycin-Behandlung der transgenen embryonalen 
Stammzellen im Verlaufe der Dif f erenzierung in vitro zeigte 
eine hohe Effizienz der kardiospezif ischen Selektion im Ver- 
gleich mit einer Hygromycin-Behandlung von frtiher erzeugten 

5 paMHC-Hyg ES-Zelllinien (Daten nicht angegeben) . 

3. Die selektierten dif f erenzierten Zellen zeigten einen 
hoheren Grad an morphologischer und f unktioneller Lebensf^- 
higkeit und Langlebigkeit als ihre unbehandelten Gegenstucke, 

10 was nahelegt, da^ der genetische Selektions-Ansatz differen- 
zierende embryonale Stammzellen effektiv von negativen Ein- 
fltissen der sie umgebenden Zellen befreit. 

4. Die kombinierte Anwendung von live- Fluoreszenz-Reporter- 
15 und Arzneistof f -Resistenzgenen unter einem gemeinsamen Zell- 

typ-spezif ischen Promotor haben die gestraffte Oberwachung 
und Quantif izierung eines Gesamtprozesses erm^glicht, ein- 
schliefilich der Dif f erenzierung und der Zelltyp-spezif ischen 
Selektion. Die sich ergebenden Zellen sind fur weitere 
20 Transplantations-Experimente einsetzbar, was das Uberwachen 
eingefiigter Zellen erm5glicht. 

4. Der dargelegte Ansatz kann auf irgendeine Zelltyp- 
■ spezifische Selektion in einem ES-Zell-Dif f erenzierungssystem 

25 angewendet werden, wenn ein hochspezif ischer Promotor fur ei- 
nen entsprechenden Zelltyp oder ein spezifisches Entwick- 
lungsstadium identif iziert und kloniert ist. Prinzipiell er- 
laubt das System die kombinierte Verwendung zweier unter- 
schiedlicher Promotoren mit entsprechenden zweifarbigen in 

30 vivo f luoreszierenden Proteinen, beispielsweise den Gelb 

(EYFP) und Cyan (blau) (ECFP) Versionen von EGFP, und zwei 
Wirkstof f-Resistenzgenen. Ein derartiger Ansatz kann die Se- 
lektivitat und Effizienz des Gesamtverf ahrens weiter erh5hen. 
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Die erf indungsgemSJi bereitgestellten embryonalen Staitmizellen, 
bevorzugt embryoide Kdrperchen, kdnnen zu toxikologischen Un- 
tersuchungen von Substanzen, beispielsweise Schwermetallen 
und Pharmaka, eingesetzt warden (siehe auch Auflistung weiter 
5 oben) . Zu diesem Zweck werden embryonale Stammzellkulturen 

unter Verwendung des doppelten Vektorkonstrukts verwendet und 
das Selektionsagens nach Beginn der zelltypischen Differen- 
zierung (Detektion der Fluoreszenz) hinzugegeben. Nach der 
Zellauf reinigung oder aber bereits wShrend der ES- 

10 Zellkultivierung werden die unterschiedlichen zu testenden 
Substanzen zur Zellkultur hinzugegeben und zu verschiedenen 
Zeiten die f luoreszierenden Einzelzellen bzw. die Gesamtfluo- 
reszenz mit unterschiedlichen Auslesemethoden (z.B, Durch- 
f lusszytometrie, Fluoreszenzreadern) im Vergleich zu den Kon^ 

15 trollen gemessen. 

Die erf indungsgemafi bereitgestellten embryonalen Stammzellen 
konnen zur Erzeugung transgener nicht menschlicher SSuger mit 
zellspezif ischer oder entwicklungsspezif ischer Expression des 

20 f luoreszierenden Proteins eingesetzt werden. Hierbei werden 
die beschriebenen ES-Zellen der Erfindung in Blastozysten von 
nicht menschlichen Saugern eingebracht. In einem nSchsten 
Schritt werden die Blastozysten als Chimaren, die durch Kreu- 
zung homozygot werden, in LeihmUtter ubertragen und so trans- 

25 gene nicht menschliche S^uger erhalten- 

In einer weiteren Ausgestaltungsf orm der Erfindung werden die 
transgenen embryonalen Stammzellen in Form einer pharmazeuti- 
schen Zusammensetzung zu Transplantationszwecken eingesetzt. 
30 Zu diesem Zweck werden hochauf gereinigte embryonale Stamm- 
zell-abgeleitete Kulturen ben5tigt, da bekannt ist, da/i eine 
Kontamination mit undif f erenzierten prolif erierenden Stamm- 
zellen zur Tumorbildung fUhrt. Dementsprechend eignet sich 
das hier beschriebene Verfahren ideal, hochauf gereinigte ES 
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Zell-abgeleitete zellspezif ische Kulturen zu erhalten^ die 
sich ideal zur Transplantation eignen (Klug et al.^ 1996). 



Es sei abschlieJSend noch einmal betont, dafi die vorstehend an 
5 Hand embryonaler Stainmzellen dargestellte Erfindung auch auf 
embryonale Keimbahnzellen, und auf adulte Stammzellen tiber- 
tragbar ist. 

Die vorliegende Erfindung offenbart ein System zur zell- und 
10 entwicklungs-spezifischen Selektion von dif f erenzierenden 
embryonalen Oder adulter Stammzellen oder embryonaler Keim- 
bahnzellen durch kombinierte Anwendung von Resistenz- und de- 
tektierbaren Reportergenen unter gemeinsamer Kontrolle eines 
zell- und/oder entwicklungs-spezifischen Promotors. 
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patentansprOche 



Embryonale Stammzellen, embryonale Keimbahnzellen 
und/oder adulte Stammzellen, enthaltend DNA-Sequenzen mit 
der Information fUr zumindest ein Reportergen und zumin- 
dest ein Resistenzgen^ wobei die DNA-Sequenzen beide un- 
ter der Kontrolle desselben Promotors stehen, der aus zu- 
mindest einem zell-spezif ischen und/oder entwicklungs- 
spezifischen Promotor ausgewahlt ist und operabel mit den 
Genen verbunden ist, und wobei die DNA-Sequenzen auf zu- 
mindest einem oder zwei Vektor-Konstrukten vorliegen. 

Zellen nach Anspruch 1, wobei die Zellen SSugetierzellen 
sind und/oder das Reportergen far ein nicht zellschSdi- 
gendes detektierbares Protein oder ein detektierbares 
Epitop kodiert. 

3. Zellen nach Anspruch 1 oder - 2, wobei die Saugietier zellen 
20 von Primaten oder Nagetieren, insbesondere von MSusen, 

Ratten oder Kaninchen, stammen, oder menschlichen Ur- 
. sprungs sind. 

4 . Zellen nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
25 sprache, bei denen das detektierbare Protein ein nicht 

zellschadigendes f luoreszierendes Protein ist, bevorzugt 
ausgewShlt aus (enhanced) GrUn Fluoreszierendem Protein 
(EGFP und GFP) , Rot Fluoreszierendem Protein (RFP) , Blau 
Fluoreszierendem Protein (BFP) , Gelb Fluoreszierendem . 
30 Protein (YFP) und Cyan Fluoreszierendem Protein (CFP) , 

insbesondere GFP, oder das Epitop ein Oberf lachenepitop 
ist. 
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5, Zellen nach einem oder mehreren der vorhergehendejt;^ An- 
sprtiche^ bei denen das Resistenzgen die Resistenz gegen 
ein Nukleosid-Antibiotikum oder ein Aminoglykosid- 
Antibiotikum vermittelt. 

6, Zellen nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
sprUche, bei denen das Resistenzgen far eine Methotrexate 
Resistenz oder eine Resistenz gegen Puromycin, Streptomy- 
cin, Neomycin, Gentamycin oder Hygromycin oder eine Re- 
sistenz gegen Vinblastin, Doxorubicin, und Actinomycin D, 
bevorzugt eine Multidrogen-Resistenz, verantwortlich ist. 

Zellen nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, wobei der Promoter ein Promoter ist, der ftir me- 
sodermale Zellen, insbesondere Herzzellen, Neuronen, 
Glia-Zellen, hSmatopoetische Zellen, Endothelzellen, 
glatte Muskelzellen, far ektodermale Zellen, insbesondere 
Neurone, oder far endodermale Zellen, insbesondere Epi- 
thelzellen, spezifisch ist, insbesondere ein Promoter, 
der far Herzzellen spezifisch ist oder ein Promotor, der 
far Skelettmuskelzellen, Knorpelzellen oder Fibroblasten- 
zellen spezifisch ist. 



8, Zellen nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
25 sprUche, bei denen der herzspezif ische Promotor aus Nkx- 

2.5-, menschlichem a-Aktin-, a-MHC-, ii-MHC und MLC-2V- 
Promotoren ausgewShlt ist. 

9- Zellen nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
30 sprUche, bei denen der Promotor mit weiteren funktionel- 

len DNA-Sequenzen, insbesondere Enhancer-Sequenzen oder 
Repressor-Sequenzen oder IRES-Sequenzen, verbunden ist. 
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10. Zellen nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 

sprache, bei denen der zellspezif ische Promotor ein herz- 
spezifischer Promotor ist, der mit einem Puromycin- 
Resistenzgen operabel verbunden ist. 

11- Zellen nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
sprUche, wobei 

(a) die Zellen stabil zwei Vektoren enthalten, von de- 
nen der erste Vektor DNA-Sequenzen enthait, die ftir 
zuimindest ein Reportergen kodieren, und der zweite 
Vektor DNA-Sequenzen enthait, die ftir ziomindest ein 
Resistenzgen kodieren^ wobei die DNA-Sequenzen bei- 
de unter der Kontrolle desselben Promotors stehen; 

15 Oder 

(b) die Zellen einen Vektor enthalten^ der DNA- 
Sequenzen enth^lt, die far zumindest ein Reporter- 
gen und zumindest ein Resistenzgen kodieren, die 
beide auf ein- und demselben Vektor liegen und un- 

20 ter Kontrolle ein und desselben Promotors stehen, 

wobei bevorzugt eine IRES-Sequenz, bevorzugt zwi- 
schen dem Reportergen und dem Resistenzgen, ange- 
ordnet ist, oder 

(c) die Zelle zwei Satze selektiver Vektor-Systeme ent- 
25 halt, umfassend 

einen ersten Vektor mit DNA-Sequenzen, die fiir ein 
Reportergen und ein erstes Resistenzgen kodieren, 
die beide unter der Kontrolle eines ersten zell- 
und/oder entwicklungs-spezif ischen Promotors ste- 
hen, der operabel mit diesen Sequenzen verbunden 
ist; 

einen zweiten Vektor, der DNA-Sequenzen xamfaJJt, die 
fUr ein zweites Reportergen und ein zweites Re- 
sistenzgen kodieren, die beide unter Kontrolle ei- 
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nes zweiten zell- und/oder entwicklungsspezif ischen 
Promotors stehen, der operabel mit diesen Sequenzen 
verbunden ist . 



10 



12. Zellen nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
sprtiche, die ein weiteres Resistenzgen zur Selektion auf 
die mit den Vektor-Konstrukten stabil transf izierten Zel- 
len enthalten, welches verschieden ist von dem ersten und 
zweiten Resistenzgen. 

13, Zellen nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
sprtlche^ die als Zellaggregate, insbesondere in Form von 
embryoiden K5rperchen, vorliegen. 



15 14. Sich dif f erenzierende oder dif f erenzierte Zellen, die 

durch die Verwendung eines zell -und/oder entwicklungs- 
spezifischen Promotors, insbesondere eines fur die meso- 
dermale, ektodermale und endodermale Dif f erenzierung spe- 
zif ischen Promotors in Verbindung mit - dem Reportergen und 

20 dem Resistenzgen aus den Zellen nach einem oder mehreren 

der vorhergehenden Anspriiche gewonnen wurden, 

15. Mesodermale Zellen nach Anspruch 14, gewonnen unter Ver^ 
wendung eines a-MHC-, [J-MHC-, Nkx2-5-, ANF- oder Brachyu- 

25 ria-Promotors, wobei die Zelle bevorzugt eine Herzzelle 

ist. 

16. Verfahren zur Gewinnung sich dif f erenzierender embryona- 
ler Stammzellen, embryonaler Keimbahnzellen und adulter 

30 Stammzellen nach einem der vorhergehenden Anspriiche, um- 

f assend: 

das EinfOhren zumindest eines Vektors, wie er in einem 
Oder mehreren der vorhergehenden Anspruche definiert 
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xst, in embryonale Stammzellen^ embryonale Keimbahnzel- 
len Oder adulte Staimnzellen; und 

Selektionieren auf solche Zellen, die diesen Vektor ent- 
halten. 

5 

17. Verfahren nach Anspruch 16, bei deiti der Vektor Oder die 
Vektoren durch Transf ektion, Elektroporation, Virusvek-- 
toren oder Lipofektion eingeftihrt wird. 

10 18. Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, 

wobei das Selektionieren auf die den Vektor enthaltenden 
Zellen folgende Schritte aufweist: 

Zugabe eines ersten Selektionsmittels zur Selektion von 

stabil transf izierten Zellen, 
15 - Nachweis der das Reportergen exprimierenden Zellen; 

Zugabe eines zweiten Selektionsmittels zur Selektion auf 

die das Reportergen exprimierenden Zellen; 

Gewinnen der aus den Stammzellen oder Keimbahnzellen un- 

ter Steuerung des zell- und/oder gewebespezif ischen Pro- 
20 motors sich entwickelnden sich dif f erenzierenden oder 

dif f erenzierten Zellen. 



19. Verfahren nach Anspruch 18, wobei das Reportergen fur 
ein f lucres zierendes Protein oder ein Epitop eines Pro- 

25 teins kodiert. 

20. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, wobei die embryonalen Stammzellen in Form von 
embryoiden K5rperchen oder in Kokultur mit anderen Zel- 

30 len kultiviert werden. 



21- Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
AnsprUche, wobei die Zellen in einer Suspension kulti- 
viert werden und/oder die Zellen als „embryoid bodies^^ 
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22 . Verf ahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 

Ansprtiche, wobei Puromycin als zweites Selektionsmittel 
5 zur Selektion der das Reportergen exprimierenden Zellen 

eingesetzt wird und/oder wobei die selektierten Zellen 
einer Zellsortierung zur weiteren Anreicherung unterzo- 
gen werden. 

10 23, Verf ahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 

Ansprtiche, wobei durch die Verwendung eines ftir mesoder- 
male, ektodermale oder endodermale Zellen spezifischen 
Promotors mesodermale, ektodermale oder endodermale Zel- 
len gewonnen werden oder wobei insbesondere durch Ver- 

15. wendung eines herzspezif ischen Promotors sich differen- 

zierende Herzzellen gewonnen werden. 

24. Zellkultur, die eine zell- oder entwicklungs-spezif ische 
Expression eines Reportergens und eines Resistenzgens 

20 zeigt, gewinnbar durch Kultivieren der Zellen nach einem 

Oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche. 

25. Verf ahren zur toxikologischen Oberprtifung von Substanzen 
mit den nachf olgenden Schritten: 

25 - Bereitstellen einer Zellkultur aus Zellen nach einem o~ 
der mehreren der vorhergehenden Ansprtiche; 
Einbringen von Substanzen, deren toxische oder nichtto- 
xische Wirkungen getestet werden sollen, in die Zellkul- 
tur; 

30 - quantitative und/oder qualitative Bestimmung der Fluo- 
reszenz der so erhaltenen Zellen und Vergleich mit Zel- 
len, die ohne die zu untersuchende Substanz kultiviert 
wurden . 
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26. Verfahren zur Erzeugung transgener nicht menschlicher . 
ScLugetiere, die eine zelltyp- oder entwicklungstypspezi- 
fische Expression eines Reportergens und eines Re- 
sistenzgens zeigen, umfassend: 

- Injizieren von Zellen nach einem oder mehreren der 
vorhergehenden Ansprliche in Blastozysten nicht 
menschlicher Saugetiere; und 

Obertragen der Blastozysten auf Ersatzmutter • 

27. Transgene nicht menschliche S^ugetiere^- die durch das 
Verfahren nach Anspruch 26 gewinnbar sind. 

28. Verfahren zur Prufung der Entwicklungsstuf en von sauge- 
15 tierzellen, umfassend die Prufung der markierten Zellen 

nach Anspruch 2 6 unter Verwendung bevorzugt f luorometri- 
scher Verfahren. 

29. Dif f erenzierte Zellen, insbesondere Herzzellen, erhalten 
20 aus den Zellen nach einem oder mehreren der Anspruche 1 

- 15 oder gewonnen durch ein Verfahren nach einem oder 
mehreren der Anspriiche 16 - 23, 

30. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend Zellen nach 
25 einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche. 

31. Verwendung von Zellen nach einem oder mehreren der vor- 
hergehenden Anspriiche in therapeutischen Transplantati- 
onsverf ahren . 
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